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The  effects  of  TGF-β  and E GF
  signal  on  lysophosphatidic
  acid-induced  human  oral
  squamous  cell  carcinoma
  cell  proliferation
【 ABSTRACT】   OBJECTIVE:  To  investigate  the  effects  of  transforming  growth  factor-β (TGF-β)  activation  and  
epidermal  growth  factor  receptor (EGFR)  transactivation  on  lysophosphatidic  acid  (LPA)-induced  human  oral  squamous  cell  
carcinoma  (OSCC)  SAS  cell  proliferation.  METHODS：SAS  cells  were  seeded  in  96-well  plates  and  treated  with  LPA 
(0，1，5  and  10  μmol/L)  for  24  h  and  48  h，and  CCK-8  method  was  used  to  detect  cell  proliferation； Western  blotting  
was  used  to  detect  the  effect  of  LPA(10  μmol/L)  on  TGF-β  activation  by  examining  the  expression  of  p-Smad2.  Pre-
incubation  of  SAS  cells  with  TGF-β  blocking  antibody  1D11  (10，20  and  50  μg/mL)  and  EGFR  inhibitor  AG1478  (100  
μmol/L)  for  2  and  4  h  were  used  to  measure  the  effects  of  TGF-β  activation  and  EGFR  transactivation  on  LPA-induced  
SAS  proliferation.  RESULTS：LPA  stimulated  SAS  cell  proliferation  in  dose-  and  time-dependent  manners.  The  cell  
number  in  LPA(10  μmol/L)  treated  group  was  1.7  times  higher  than  the  number  in  untreated  group  (P<0.01).  After  24  h  
incubation，the  proliferation  rate  of  LPA (10  μmol/L)treated  group  increased  by  22%  compared  with  the  control  group  
(P<0.05).  LPA  activated  TGF-β.  However，TGF-β  blocking  antibody  1D11  could  not  block  LPA-induced  SAS  cell  
proliferation.  In  contrast，EGFR  inhibitor  AG1478  blocked  LPA-induced  SAS  cell  proliferation  by  77%.   CONCLUSION： 
LPA-induced  SAS  cell  proliferation  was  dependent  on  EGFR  transactivation  and  independent  of  TGF-β  activation.
【摘要】  目的：  探讨转化生长因子  (TGF)及表皮生长因子  (EGF)信号对溶血磷脂酸  (LPA)诱导口腔鳞癌细胞增殖的影响。方法：
口腔鳞癌SAS细胞接种于96孔板中，以含不同浓度  (0、1、5和10  μmol/L)LPA的无血清DMEM分别处理细胞24和48  h后采用CCK-
8法检测细胞增殖；免疫印迹检测10  μmol/L  LPA分别处理细胞0、0.5、2和4  h后对TGF-β下游信号分子Smad2的影响；应用不同
浓度  (10、20和50  μg/mL)的TGF-β阻断抗体1D11和100  nmol/L  EGFR  阻断剂AG1478分别预孵育细胞2和4  h后，再加入LPA诱导，
检测SAS细胞增殖情况。结果：LPA呈剂量效应和时间效应诱导SAS细胞增殖，LPA浓度增加到10  μmol/L时SAS细胞数是对照组的
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口腔鳞癌  (oral  squamous  cell  carcinoma，OSCC)是常 LPA的无血清DMEM，分别于培养24、48  h时弃去培养
见恶性肿瘤之一，其发生率约占所有恶性肿瘤的1.9%~ 基，加入100  μL含有10% CCK-8的无血清DMEM，继
3.5%。虽然医疗水平不断提高，但口腔鳞癌病人的5年 续培养2  h，酶标仪测定450  nm处吸光度值，并绘制标
[1-2]生存率依然小于50%，严重危害着人类健康 。 准曲线计算细胞数目。
肿瘤发生是一个复杂的生理病理过程，细胞的过 1.4 信号通路研究实验
度异常增生是其主要特征之一。溶血磷脂酸  ( lysophos-  1.4.1 Western  blot 细 胞 更 换 无 血 清 培 养 液 24  h
phatidic  acid，LPA)是一种具有生物活性的磷脂，可诱 后，用含10  μmol/L  LPA的无血清DMEM分别处理细胞
导多种细胞功能如细胞增生等，LPA主要通过LPA受 0、0.5、2和4  h，收集细胞，加细胞裂解液提取总蛋
体介导其细胞效应，这些受体包括LPA  1~5， 属于G蛋 白，取150  μg总蛋白进行电泳，于10%  SDS-PAGE进
[3]白偶联受体家族 。研究表明，在头颈部鳞状细胞癌 行蛋白分离后，电转移至硝酸纤维素膜，用含10%脱
中，LPA可通过激活表皮生长因子受体(epidermal  growth  脂奶粉的TBST (0.05%)室温封闭1  h，分别加入兔抗人
factor  receptor，EGFR)活化Ras/MAPK信号通路，促进 p-Smad2、 Smad2多克隆抗体  (1∶1  000)4  ℃孵育过夜，
[4]细胞的增殖 。我们课题组前期研究发现，LPA可通过 二抗采用HRP标记的羊抗兔IgG  (1∶3  000)，室温孵育   
其受体LPA2及G蛋白Gαq诱导转化生长因子β1 ( transforming  1  h，用化学发光法  显色。
[5]growth  factor  β1，TGF-β1)活化 。TGF-β是一种多 1.4.2 细胞阻断实验 细胞准备及培养同1.3。实验
[6]功能的细胞因子，也参与调节细胞的增殖和分化 ，研 时，对照组加入无血清的DMEM，其他组每孔细胞分
究表明，活化的TGF-β可诱导成纤维细胞及卵巢癌细 别 加 入 含 不 同 浓 度  (10、 20和 50  μg/mL)1D11(TGF-
[7-10]胞株SKOV3ip等细胞的增殖 ，而LPA 是否可通过活 β阻 断 抗 体 )的 无 血 清 DMEM并 孵 育 2  h，或 含 100  
化TGF-β1从而促进细胞增殖尚无报道。本研究以口 nmol/L  AG1478(EGFR阻断剂)的无血清DMEM孵育30  
腔鳞癌细胞SAS为实验对象，探讨LPA诱导的细胞增殖 min，再加入10  μmol/L的LPA刺激24  h，按1.3中的方
的信号通路，为揭示LPA在口腔鳞癌发生发展中的作 法计算细胞数目。
用以及寻找相关分子靶标奠定基础。 1.4.3 细胞毒性实验 实验时，对照组加入无血清的
DMEM，实 验 组 加 入 含 100  nmol/L  AG1478的 无 血 清
1 材料与方法 DMEM并孵育24  h，按1.3中的方法计算细胞数目。
1.1 主要试剂及细胞系 1.5 统计学分析
-高 糖 DMEM培 养 基 (Invitrogen公 司 )， 胎 牛 血 清  各组数据均以  x±s表示，采用SPSS  11.0软件进行
(Gibco公司)，CCK-8  (碧云天公司)，AG1478、P-Smad2 分析。组间数据的比较用单因素方差分析，组间方差
及Smad2抗体  (CST公司)，1D11  (Abcam公司)，口腔鳞 不齐时，采用非参数检验。
癌细胞株SAS由哈尔滨医科大学郑金华教授惠赠。
1.2 细胞培养 2 结 果
SAS细 胞 株 在 5%CO 、 37  ℃ 条 件 下 ， 用 含 有 2.1 LPA诱导SAS细胞增殖呈剂量和时间效应2
10%胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM培 养 基 贴 壁 培 养 ， 用 细胞计数结果显示，SAS细胞在含有5  μmol/L  
0.25%的胰酶  (含0.02%  EDTA)进行消化传代，细胞汇合 LPA培养液中培养24  h后细胞数与对照组比较差异已
度为90%左右时用胰酶消化，待用。 具有统计学意义  (P<0.05)，增加到10  μmol/L时SAS细
1.3 细胞增殖实验 胞数是对照组的近1.7倍  (P<0.01)，见图1A。我们进一
4采用CCK-8法。将细胞浓度调整为7×10 /mL，接 步检测了LPA对SAS细胞增殖是否呈时间效应关系，结
种细胞于96孔板，每孔100  μL，培养24  h后，更换无 果显示，SAS细胞增殖在对照组和10  μmol/L  LPA处理
血清培养液继续培养24  h，每组实验均使用3孔细胞并 组均呈时间依赖性，但LPA处理组的增长率较高，在
重复3次。实验时，对照组加入无血清的DMEM，其他 LPA刺激24  h后细胞数比对照组增加22%，两者间的差










【 KEY   WORDS】   oral  squamous  cell  carcinoma；proliferation；lysophosphatidic  acid； transforming  growth  
factor-β；epidermal  growth  factor  receptor
论     著1 月
14







示，在10  μmol/L  LPA刺激下，Smad2被磷酸化，且在
0.5  h达 到 最 高 ， 说 明 LPA可 诱 导 SAS细 胞 TGF-β活
化，见图2A。我们进一步利用TGF-β阻断剂1D11来
探讨TGF-β是否参与LPA诱导的细胞增殖，结果显






细胞30  min，再用10  μmol/L  LPA刺激24  h，结果显示
AG1478可明显抑制LPA诱导的SAS细胞增殖  (P<0.01)， 
抑制率达到近77%，图3A。为进一步验证AG1478对
LPA诱导的细胞增殖的抑制作用不是来源于药物毒 3 讨 论
性，我们进行了CCK-8细胞毒性实验，在细胞贴壁 LPA是一种具有多种生物学功能的水溶性甘油磷
后，加入100  nmol/L的AG1478并孵育24  h，然后加入 脂，它可刺激细胞增殖和迁移，参与诱导细胞骨架重
[11]CCK-8孵育2  h，结果显示AG1478在孵育时间内对细胞 排等 。研究发现LPA可作为卵巢癌及其他妇科恶性




























B：TGF-β阻断抗体1D11对10 μmol/L  LPA诱导的SAS增殖的影响.    
与对照组相比，*P<0.05，** <0.01.
10 μmol/L  L
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A：EGFR抑制剂AG1478  (100  nmol/L)对LPA  (10  μmol/L)诱导SAS细胞
增殖作用的影响；B：EGFR抑制剂AG1478  (100  nmol/L)对SAS细胞的
++毒性作用.  与对照组比较， P<0.01；与LPA组比较，** <0.01. P
图  3    AG1478抑制LPA诱导的SAS细胞增殖    
A：不 同 剂 量 LPA处 理 24 h对 SAS细 胞 增 殖 的 影 响 ； B：10  μmol/L  
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[4] 与了LPA诱导的口腔鳞癌细胞SAS的增殖，而TGF-β Gschwind等 发现在头颈鳞状细胞癌细胞中，LPA首先
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